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ヒ =捧癌細胞株に おける神経栄養因子の発現 に 関する実験的研究
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膵癌の神経浸潤の 機序を解明す るた め に , 膵癌に お い て病巣周囲 で 神経線維 が増加 して い る こ と に 着目 し , 膵癌細胞が
神経栄養田子を分泌 し, 末梢神経増生 を促す作用 を有す るか 否 か を 検討 した . 5種 の ヒ ト膵癌培養細胞 Pa n c-1, BxP C-3,
AsP C-1, M I A PaCa -2, Capa n-1 と神経細胞の モ デ ル と して ラ ッ ト褐色細胞腫か ら樹立 された P C 12細胞を用い て 以下の 実験を
行 っ た . 第 1 にヒ ト膵癌培養細胞 と PC12 の 混合培養 を行 い , 第 2に ヒ ト膵癌培養細胞 の 培養上清 に お い て P C12細胞を培養
し, それ ぞれ に おけ る P C1 2細胞 の 突起伸長を調 べ た . 第 3 に PC12 の 突起伸長な らび に , ヒ ト末梢神経線維の 増加をも惹起
しう る代表的神経栄養因子 で ある神経成長因子(n er v egr o wth fa ctor, N G F), ニ ュ ー ロ ト ロ ピ ン 3(n eur otr ophin -3, N T-3), 塩
基性線椎芽細胞増殖因子(ba sic 王ibr obla st gr o wth fa ctor, b-F G F) に 着 日 し , こ れ ら 3種類 の 神経栄養因子(n e u r otrophic
fa ctor) の 膵癌細胞で の 発現 を mR N Aレ ベ ル で調 べ た . そ の 結果 BxP C-3, AsP C-1, CapanTl の 3種類 の 細胞が コ ン ト ロ ー ル
に 比 して有意な神経突起伸長 を認 め , Pa n c-1, M I A PaCa-2 に おい て も有意で はな い が , 突起 伸長を認め た . また , ヒ ト膵癌細
胞の 培養上清 の PC1 2に 対す る影響でも, 5種撰す べ て の 細胞培養 上清に よ っ て 有意に P C12の 突起伸長を認め た . 次に 神経
栄養国子 の と 卜膵癌培養細胞 で の 発現 は , BxP C-3, As P C-1, M IA PaCa-2, Capa.nTl で N T-3 の 発現 を 認 め , Pa n c-1,
AsP C-1, M I A PaCa-2 で b-F G Fの 発現 を認め た が , N G F はい ずれ に お い て も発現 を認め な か っ た . 以上 の 結果 , ヒ ト膵癌細
胞 では N T-3 ある い は b-F G Fを 分泌 して , P C 12の 突起伸長に深く関わ っ て い る こ と が示 唆 され た .
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膵癌は , 固形痛 の なか で も特 に予後不良な疾患 の 1 つ で ある
が , こ の 臓器 の 持 つ 解剖学的特性と痛 の 生物学的特性 , 進展様
式 の た め に , 十 分な根治手術が妨げられて い る こ と も手術後 の
遠隔成蹟を悪く して い る原因 と考え られる1). 神 経浸潤 ほ t 膵
癌 に 高率に 認め られ根治手術を妨げる重要な粟国2 卜4)と考 えら
れ て い るが , そ の 成立 磯序や進展様式 に 関 して の 研究 は 少 な
い
5ト 8)
. 金沢大学第 2外科学教室 でほ , これ まで に膵癌の 病理組
織標本の 観察か ら膵癌病巣周囲に お い て神経線維が増加 して い
る こ とに 着目 し, こ の こ とが 神経浸潤 の 成立 機序や進展様式に
大きく関与 して い る と考え研究を行 っ て きたが , い まだ そ の 機
序 を解明する に は 至 っ て い ない の が 現状で ある .
と こ ろで , 最近神経生理学領域の 研究分野に お い て 神経栄養
因子が末梢神経の 神経突起 の 伸長をうながす こ とが 報告 され て
い が)10). そ こ で本 研究 では , 膵 癌細胞が神経栄養因子を 発現
し , 実際に神経線維を増加させ る作用を持つ か どうか を 調 べ る
目的で , 5種類 の と †膵癌培養細胞 と神経細胞 の モ デ ル と して
P C1 2細胞 (ラ ッ ト褐色細胞腫か ら樹立)
11)を 用い て 混合培養を
行 い
12)膵癌細胞の 神経細胞 へ の 影響を調 べ た . また , 近年 報告
され て い る接着分子等 に よ る細胞相互作用
‡封
～ l町を除外す る 目的
平成 8年3月 5 日受付, 平成 8年 3月28 日受理
A bbre viatio n s :b-F G F, basic fibroblast gro wth factor;
gro wth fa ctor receptor; FCS, fetalc alfs er u m; N C A M,
で 膵癌細胞培養上清を P C1 2培養培地中 に 添加 して 神経細胞へ
の 影響を 調 べ , 末梢神経や P C1 2細胞の 突起伸長を促すと言わ
れ て い る神経成長因子(n er v egro wth facto r, NGF), ニ ュ ー ロ
ト ロ ピ ソ 3(rle u rotr ophin-3, N T-3), 塩基性線維芽細胞増殖因子
(basic fibr obla stgro wth factor, b-F G F) の 3 種 の 神経栄養因
子0)10)l¢)17jの ヒ ト膵癌細胞 で の 発現に つ い て 検討 した .
材料お よ び方法
Ⅰ . 細 胞
1 . ヒ ト膵癌培養細胞
今回 の 実験 に使用 した ヒ ト 膵癌培養細胞 ほ , Capan-1(高分化
腺病), AsP C-1(申分化腺病), Pan c-1(低分化腺病), BxP C 3(高
一 申分化腺病) (Ar n eric a nType Cultur eColle ctio n, Ro ck vi11e.
U S A より購 入 して 使用)と M I A PaCa-2(未分化癌)(国立衛生
試験所細胞バ ン ク よ り供与) の 5種類を使用 した . 細胞 の 培養
に は , 10% 牛胎児血清(feta,lc alfs er u m, F C S) (GIB C O, Grand
Isla nd, U S A) と 0.3m g/ml グル タ ミ ソ (日水製薬 , 東京)を含む
RP MI-1640培地(日水製薬) を用 い , 5% C O2濃度 1 37 ℃の 条
件下 で培養 した .
D C C, deleted in colo n c arcin o m a; E G F R, epider m al
n e uralc elladhesiorl m Ole cular; N G F, n er Ve grO Wth
fa ctor;N T-3, neu r OtrOphin-3; P BS! Phosphate-bufferbd s alin e; RT- PCR, r eVe r S etra n S C riptio n- P C R; S W
-EIA,
S a ndwich- en Zym eim m u n o assay ;T G F- a, tr a n Sforming gro wth factor- α
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2. P C1 2細胞
神経細胞の モ デ ル と して , ラ ッ ト褐色細胞腫か ら樹立 された
細胞株 であ る P C1 2細胞 を使用 した 二 細 胞 の 培養 に は 1
5 % F CS と10% 馬血清(hors e ser u m) (GIB C O) と 0.3m g/ml グ
ル タ ミ ソ を 含む R P M ト1640培地を用 い , 5 % C O2濃度 , 37 ℃
の条件下 で培養 した .
Ⅱ . 混合培養
La.b Tech チャ ン バ
ー (Nu n c, Naper ville, U S A)に 各種膵癌培
養細胞を 5×1 0ソml の 濃度 で 播種 し, 37 ℃, 48時 間培養後 ,
0.15M リソ 酸 緩 衝生 理食塩液 (phosphate-buffer ed s alin e,
PB S) (pH 7.2) を 用 い て 3 回洗浄 し , 各 チ ャ ン バ ー 内 に ,
5 % F C S, 1 0% 馬血 清を 含む R P M ト1640培地 で 5×1 0
3/mlの 濃
度に 調節 した P C1 2細胞を播種 し, 37℃ , 48時間混合培養 を
行っ た .
48時間の 混合培養後 , P C1 2細胞を各種膵癌培養細胞 と区別
する目的 で , マ ウ ス 抗 ラ ッ ト T hy-1 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
(GIBC O) を用い て 蛍光抗体染色を行 っ た
1 2)
. す なわ ち , 混合培
養後の チ ャ ン バ ー を P B Sに て 3回洗浄後, 15分間冷ア セ ト ン
固定 し, P B S に て 2回洗浄後 , 1 00倍希釈 の マ ウ ス 抗 ラ ッ ト
T by-1 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体を 一 次抗体 と して37 ℃, 60分 間反応
させ t PBSに て 3回洗浄後t 2次抗体 と して蛍光標識ウ サ ギ 抗
マ ウス ポリ ク ロ ー ナ ル 抗体 を37 ℃, 60分間反応 させ てか らパ ラ
フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 加 グリ セ ロ - ル 液 で カ バ ー して 蛍光顕敏鏡
オリ ン パ ス U- N D 25(オ リ ン パ ス , 東京) に て観察 した .
各種膵癌細胞に対する P C12細胞の 突起伸長 の 定量化 の た め
に , 各々 無作為に100個の 細胞を抽出 して最大長径を計測 して ,
そ の 平均値を算出 し , コ ン1トロ ー ル 群の 最大長径の 平均値 と比
較した .
Ⅲ . 膵癌培養細胞上清によ る PC12細胞培養
各種膵癌培養細胞 を 1×10
S/ml の 濃度 で 10 % F CSを 含む
RP M I-1640培地で , 37℃ , 5% C O2 , 72時間培養後 , ほ ぼ コ ン
フ ル エ ソ トに な っ た 状態で , P B S で 3回洗浄後 , 10% F C S,
5%馬血 清を含む R P M I-1 640培地 で37 ℃, 5% C O2, 24時間培
養. そ の 培養上 帝を 1000rpm , 10分 間遠心 して , 沈査を 取り除
い た溶液を P C1 2細胞を培養す る各種膵癌培養細胞上帝と して
用い た .
PC12細胞は , 0. 02% E D T A加 P B Sに て細胞を剥離後 ,
P B Sに て 2 回洗浄 し , 各種膵癌培養細胞上清で 1×10ソmlに 希
釈 して コ ラ ー ゲ ン コ ー ト した細胞培養 シ ャ ー レ (住友ベ ー ク ラ
イ ト , 東京)に て37 ℃, 5% C O2, 48時間培養後 , 突起伸長を計
測した .
Ⅳ . R NA の分離
各種膵癌培養細胞を 150c m2 の 細胞培養用 フ ラ ス コ の 中で 培
養し , コ ソ フ ル エ ソ ト に な っ た 時 点 で 細胞 に 応 じ て 0.1～
0･25 %トリ プ シ ソ ー 0.2 % E D T Aを含む P B Sを 用い て細胞を剥
離し, P BS に て 3回 洗浄乳 ホ ッ ト フ ェ ノ ー ル グ ア ニ ジ ウ ム チ
オ シ ア ネ ー ト法に て全 R N A を分離 した 瑚 .
Ⅴ . 定 量 的逆 転写 - ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖反 応 (re v ers e
tra n s criptio n-P C R, R T-P C R) 法
1 . プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ
N G F, NT-3. b-F G F, β- 7 ク テ ン に対す る m R N A検出用プ ラ
イ マ ー お よび プ ロ ー ブ と して 以下の オ リ ゴ デオ キ シ リ ボ ヌ ク レ
オチ ドを設計 して 日本 バ イ オ サ ー ビス 株式会社(新座 , 日本)よ
り購入 して使用 した . N G F: セ ン ス プ ラ イ マ ー 5
,
- G T T CTA-
C A C T C T G A T C A C A G C T-3
'
, ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー
5
'
- G A T G A T G A C C G C T T G C T C C T G T G A-3
'
, プ ロ ー ブ 5
一
一
GT C C TGCA G G G A C A T T G C T C T C T G Aq3
'
, N Tq3: セ ン ス
5
'
-C C A G A A G A C T CG A A T T C C-3
'
, ア ン チ セ ン ス 5
'
-
G A C A G G A G A G T T G C C C G T T T T-3
'
, プ ロ ー ブ 5
'
- GG T G C-
T C T G G T A A T T T T C C T T A A C G T C C A C C A T C T G C
▲
T T G G A-
3
'
, b-FG F: セ ン ス プ ラ イ マ ー 5
'
TC G G C T G T A C T G C A A G Aq
A C C G G-3
'
, ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー 5
'
- G C T C T T A G C A G A-
C A T T G G A A G-3
'
, プ ロ ー ブ 5
'
TC T T T C A T AGCA A G G T A-
A C G G T T T G C A-3' , β- ア ク チ ン : セ ン ス プ ラ イ マ ー 5'-
G A A A A T C T G G C A C C A C A C C T T-3
1
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ
マ ー 5
'
-G TT GAA G G T A G T T T C G T G G A T-3
'
プ ロ ー ブ 5
'
-
G A T C T T C A T G A G G T A G T C AGT-3
'
,
2 . R T.P C R法
1p g全 R N A を65 ℃, 15分間変性後, 1本鎖 cD N A合成キ ッ
ト (C L O N T E C H Labor ato rie s, In c. , Palo Alto, US A) を 用 い
て ∴逆転写反応にて cDNA を 合成 した19) . すな わ ち , 200ユ ニ ッ
トの モ ロ ネ ー 白血 病 ウイ ル ス 逆転写酵素と 0.5m M の デオ キ シ
リボ ヌ ク レオ チ ド(dA T P, d C T P, d G T P,d T T P) 混合液, オ リ
ゴ d T プライ マ ー , 1単位 R Na.s e 阻害田子. 50m M Tris- H Cl
(pH8.3), 75mM K Cl, 3m M MgC12 を37 ℃, 90分間反応 させ た .
次に上 記に 述べ た , 各 mR N Aに 特異的な プ ライ マ ー と Taq
D N A ポ ウメ ラ ー ゼ (宝酒造, 京都) を用い て D N Aサ ー マ ル サ
イ ク ラ ー (Pe rkin -Elm erCetu s, No r w alk, U S A)に て D N A を増
幅 した .
な お , P C R反応 ほ , 熱変性を94 ℃, 30秒間, ア ニ ー リ ン グを
60 ℃, 1分 間, D N Aの 伸長を72 ℃, 2分間と し, こ れ を 1サ イ
ク ル と して β- ア ク チ ン は , 18サ イ ク ル , 他ほ 1 25サ イ クル に て
行 っ た .
3 . サ ザ ン ブ ロ ッ 一 法に よ る P C R産物 の 定量
P C R産物を , 1.5%ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電 気泳動 し , 0.2 N
NaO H溶液 に て変性後 , 中和 して か ら ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ
ル タ ー (Pa.11 BioSup port, East Hills, U S A)に 転写 した . 転写 し
た ナ イ ロ ン メ ソ ブ レイ ン フ ィ ル タ ー に 紫外線を 照射 して DN A
を フ ィ ル タ ー に 固定 した . フ ィ ル タ ー ほ 6時間プ レ ハ イ プ リダ
イ ゼ ー シ ョ ソ を 行 っ た 後, 3
'
末端を [α-32P]d C T Pに て標識 した
特異的な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ロ ー ブに て ハ イ ブ
リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た
20)
.
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 後 ,
2× S S C, 0.1 % S D Sの 条 件で 室温 で30分間洗浄後 , 2×S S C.
0.1 % S DSの 条件 で20分間洗浄 した . Kodak X A R film に オ ー
ト ラ ジオ グ ラ フ ィ ー を行 っ た 後 に フ ジ イ メ イ ジ ア ナ ラ イ ザ ー
B A S 2000(嘗士 フ ィ ル ム , 東京)を 使用 して放射活性を測定 し
た .
Ⅵ . 噂養上清中 b-F G F濃度の測定
Wata n abe ら2 りの 方法に 従 っ て 挟撃的酵素抗体法(s a ndwich-
en zym eim m u n oa ss ay, S W-EI A) 法に て膵癌細胞培養上帯中の
b ゼ G F濃度の 測定を行 っ た .
Ⅶ . 統計学的検討
成蹟ほ平均士標準偏差で表 し, 統計学的検討ほ正規分布検定
を用 い て , 危険率 5% 未満の 場合に有意差ありと判定 した .
成 績
Ⅰ
. 混合培養 における P C12細胞 の突起伸長
図 1 に膵癌培養細胞 と P C1 2細胞 の 混合培養 に お け る
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PC 12細胞の 形態の 変化 を示 した . 通常 の PC1 2細胞 の 形態
は , A の コ ン ト ロ
ー ル 群に 示 され る ように 直径 25- 30押出程度
の 球形 で ある が , 膵癌培養細胞と の 混合培養に よ っ て 神経突起
の 伸長 が起 こ っ て い る . また , 各種膵癌細胞に よ る突起伸長作
用 の 違 い を検討する目的で P C12細胞 の 最大長径 の 平均値の 比
較を行 っ た (表1). BxP C-3, As P C-1, Capa n-1 の 3群 に お い て
コ ン ト ロ ー ル 群 に 比 して 有意 な突起伸長を示 し , Pa n c-1, M IA
PaCa-2 の 2種類 の 細胞 と の 混合培養 で ほ ▲ 有意差 は認 め な
か っ た が , コ ン ト ロ
ー ル に 比 して 突起 の 伸長が み られ た ･
Ⅰ . 膵癌細胞培養上溝 に よ る P C12 細胞の突起伸長
混合培養に お ける 扱者分子等に よる細胞相互作用
12 卜 川を 除外
す る目的で膵癌培養上清に よ る P C 12細胞の 突起伸長を検討 し
た (図2 , 表 2). 混合培養 と同様 に 5種類 の 細胞培養上清に 有
意な突起伸長を 示 した .
Ⅲ . 神経栄養因子の ヒ ト膵癌細胞で の 発現
P C 12細胞の 突起伸長 の 原因 を調 べ る た め に , 末梢神経や
P C12細胞 の 突起伸長 を 促す と言 わ れ て い る N G F, N T-3,
b-F GF の 3種の 神経栄養田子 の 膵癌培養細胞 で の 発現に つ い
て 検討 した . な お N G F と N T-3 は, 同 じタ ン パ ク 質の フ ァ ミ
リ ー に 属 し , ア ミ ノ 酸 一 次構造で , 50% を越 え る高い 相同性を
持つ こ とか ら沌 , 通常の ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト法で は , 両 者 を識別
でき な い 可 能性が考えられ たた め , 塩基配列 の 異 な る部位よ り
選択 された特異的な プ ラ イ マ ー を も ちい て R T- PCR 法に て 3
種の mR N Aの 発現を 検討 した .
Fig. 1. E王fe cts ofthe c o
- C ultufe with hu m anpan Cr e atic c a nqer c ell line s o n n e u rite o utgrbwth of P C12c ells, Pa n cre atic c a n
cer
cels stim ulated n e u rite o utgr o wth of P C12c ells(C, D a nd F). P C12c ells a re stain ed with a m o u s e anti-rat T hy-1 m on oclon at
antibody. (A)Contr ol. (B)Pa n c-1. (C)BxP C-3. (D)AsP C-1. (E)M IA PaCa-2. (F)Capa n-1. Bar, 1 00FLm .
膵癌に お ける神経栄養因子の 発現
Tabl･el. Neuri tele ngthof PC12cellsin c o- Culture wi th hu m an
pan cre atic c an C er C ell lin es

















Table2. Ne uritele ngthofPC12c ells c ultured in supern at ntof
m ediu m ofpa n creatic c an C er Cell lin e s

















Fig･2･ Neurite o utgro wth of P C 12c ells c ultur ed in s uper n at nt of m ediu m of Pan cre atic c a n c er c ell lin e s･ ▼Supern at nt of
C ultu re m ediu m stim ulated n e u rite o utgr o wth of P C12c ells(B, C, D, E a nd F). (A)Co ntr o】. (B)Pa n c-1. (C)BxP C-3. (D)
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Fig. 3. Deter minatio n ofthe e xpo n e ntialpha se of a mplific a
-
tio n in P C Rre a ctio n. T he e xpr essio n lev els of thes e
ge n e s w a s e x amin ed with 25 cycle sfo rN T
-3 and b-F G F.










Fig. 4. So uther nblot a nalysis of P C R
- a mplified pr odu cts of
m R N A in hu m a_n Pa n cr e atic c a n c er cell lin e s with the
spe cfic probesfo r N T
-3, b-F G Fa nd β-a Ctin A N T-3 w as
e xpr e ssed in la n es2-5 a nd b-F G Fw asdo n ein la nes l, 3
a nd 4. La n e sl, Pa n c-1; 2, BxP C-3; 3, AsP C-1; 4, M I A
PaCa-2; 5, Capa n-1. N T-3, 480 bas e palrfr agm e nt;
b-F G F, 372 ba s epair fragm e nt; β-a Ctin , 592 ba s epair
fragm ent.
定量的 R T-P C R法 に て m R N A量を 比較検討す るた め に , 図
3 に示 した検量曲線か らそれ ぞれの P C Rサ イ ク ル 数 を指数増
殖期 にあた る NT-3 と b-F G Fで ほ25サ イ ク ル , β- ア ク チ ン で は
18サ イ ク ル と した
22)
.
図4 に R T-P C Rサ ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ る各種膵癌培養細胞
に おけ る N T-3 と b-F G Fの mR N A の発現を 示 し た . NG F
は , 発現を 認め な か っ た (た だ し N G Fの プライ マ ー お よ び プ
ロ ー ブ の 有効性は N GF 産生脳腫瘍培養細胞を用 い て 確認済).
N T-3 ほ, BxP C
-3, As P C･1, M IA PaCa-2, Capa n-1 の 4種 の 細
胞 で発現 が認められ , 特に BxP C-3 に おい て 高い 発現が 認め ら
Table3. Relativ ede nsityratio of RT-PCR produ ctsbetw e en N T_3
and J9 - aCtin, b- FGF and P- aCtinin hum a npan cre atic ca nc ercell
lin es
Celline N T-3/β一 aCtin§ b-FG F /P- aCtin§
Pa n c-1 0 9. 99±l. 2 4
BxPC-3 3. 4 1 ± 0. 66 0
AsPC-1 1. 29± 0. 16 1, 16±0. 14
M I A PaCa-2 1. 22±0. 1 4 3. 09±0. 22
Capa か1 1. 91 ±0. 3 7 0
§T he results are e xpress edasX ±SD of thre ein dependent RT-
PCR determin atio n s.
Table4. Lev els of b- FGF insupern at nt ofc ultur e m ediu m of












7. 1 18 ±0. 13
0
れた . ま た , b-F G F ほ, Pan c-1, AsP C-1, M IA PaCa:2 の 3種
の 細胞に お い て 高い 発現 が認め られ , 特笹 Pa n c-1 に おい て そ
の 発現が 著明であ っ た (表3).
Ⅳ . 膵癌培養液上清中の b-F G F濃度の測定
W ata n abe ら
21)の 方法に よ る S W-EI A法 に て 膵癌細胞上清中
の b-F G F濃度 の 測定を 行 っ た . 表 4 に 示 す よ う に Pan c-1,
AsP C-1, M I A PaCa-2 の 3種 に お い て 発現 が 認め られ , 特に
Pa n c-1 に お い て 高く t 上 帝中の b-F G Fの 濃度は , 膵癌細胞の
mR N Aの 発現量 に よく 一 致 して い た .
考 察
膵癌は固形腫瘍 の 中で も特 に 予後不良な疾患 の 1 つ で あ り,
その 原田と して こ の 臓器 の 持 つ 解剖学的特性 に よ る診断の 遅
れ , 腹部主要血管の 扇 の 要 に位置す る こ と に よ る手術の 煩雑さ
と根治手術 の 難 しさ , 肝転移 ▲ 神経浸潤 , 後腹膜浸潤等に代表
され る , こ の 癌の 持 つ 生物学的粋 軋 進展様式な どがあげられ
る .
こ の ような 問題点を打破 し, 膵癌 の 治療成績の 向上 を目的と
して , 教室で は1 973年以来徐 々 に 郭清範囲を拡大 し, 1977年に
経外側的後腹膜到達法 (tra n slater alr etr operito n e alap pro ach)
に よ る広範囲拡大郭清膵切除術 を開発 し
2a)
, 徐 々 に治 療成績が
向上 してきた . しか し , こ の よ うな拡大郭清を施行 しても神経
浸潤が局所浸潤 の 先進部を形成 し , 剥離断端陽性 とな る こ とが
多い こ と よ り , 当教室 で ほ , 神 経浸潤 の 重要性 を強調 し , 現
私 膵癌 の 基本術式を , 上 腸 間膜動脈神経叢全局性郭清を伴
う , 膵外神経叢を含む後方組織 の e nblo c切除と し
24)25}
, 次第に
長期生存者 が増加 しつ つ ある .
一 方 , 197 3年 に Fo rtn erが 拡 大郭滞膵切除術 (regio nal
pa n cr e ate cto my) を捷唱 して以来 , 我が 国に お い ても拡大手術
が導入 さ れ 全国の 多数 の 施設 で 行わ れる よ うに な っ た が , 神
経叢 の 完全郭清は重鴬な下痢 を惹起す るた め 神経叢郭清を手控






































































膵癌 に おけ る神経栄養因子の 発現
に この 流れ が 次第 に 大きくな っ て きて い る . しか し, 上 勝間膜
動脈神経叢の 温存手術 は , 本質的 に は , ク オ リテ ィ オ ブ ラ イ フ
とい う言葉に よ っ て膵癌 の 生物学的特異性を , 特に 神経浸潤の
臨床学的重要性を曖昧 なもの と され た 癌 の 特性に 対応 しな い 非
合理的な手術と い え よ う■
この 神経浸潤の 臨床学的重要性 を曖昧なも の と して い る要田
の 1 つ と して , 膵癌神経浸潤の 機序 , 進展様式 , 臨床病理学的
意義等に つ い て の 研究 が少なく , 不 明な点が 多い こ と が あげ ら
れる . す なわ ち , 痛が どこ か ら どの よ う に して 神経内に 浸潤 し
てく るの か . 神経 に 浸潤 した 癌細胞 が ど の よ う に 進展す る の
か . なぜ 膵癌に お い て神経浸潤が高率 に 認め られ るの か , 神経
浸潤が癌 に と っ て何 らか の メ リ ッ ト , デ メ リ ッ トが ある の か 等
である.
痛が どの ように して神経 内に浸潤す る の か に つ い て は , 鈎
ば) , 末梢神経の 光学顕微鏡 お よび 電子顕微鏡的所見 よ り , 神
経周膜の 末端開放部お よ び血 管が神経 の 被膜 を貫通する部 ほ抵
抗減東部 とな っ て い る こ とか ら, これ らの 部位か ら癌細胞が浸
潤する可能性を指摘 して い る . ま た , 鈴木 ら
26) 叩 ほ , 胆管癌 での
実験であるが , コ ン ピ ュ ー タ ー を使 っ た神経 , 脈管の 3次元再
構成画像 の 検討よ り, 脈管ほ 神経 の 周囲に 密 な叢を 形成 してお
り, 一 部の 枝は神経周囲に 達 して お り , こ の 部 よ り癌細胞が浸
潤するの であろ うと述 べ て い る . こ の よ う に癌の 神経 へ の 浸潤
経路と して , 現在の と こ ろ , 解剖学的な検討 よ り , 脈管の 神経
被膜の 貫通部か ら浸潤す る との 意見が 多い よ う で あ るが , 臨床
病理学的に は , 脈管浸潤 と神経浸潤 の 間に ほ , ほ っ き りと した
相関は見い だ せ な い よ うで ある5), 次 に , 神 経 に 浸潤 した 癌の
進展様式と して ほ , 萱 原
5) の 膵頭部痛切除例の 連続切片 に よ る
観織学的検索 よ り神経周囲間隙(perin eur alspa c e) に 入 っ た 癌
細胞は , 主 に 神経周 開 聞隊内を連続的に 進展 し, 神経浸潤 の 先
進部を形成す ると の 実験結果がある . そ して , こ の 進展機序 と
して , 従来 よ り , 神経 周囲ほ , マ トリ ッ ク ス が粗 で l 癌の 進展
に対 して 物理的抵抗が少な い こ と と , 膵癌 の 神経親和性の 2点
につ い て 論 じられ て きた が , 最近で ほ , Bo ckm an らも) は , 神経
に豊富に 存在す る ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ増 殖因子 α (tr a n sfor-
ming gr o wth fa ctor- a, T G F-a)と 膵癌に 存在す る上 皮増殖因子
レセ プ タ ー (epider m algro wth fa ctor r e c eptor, E G F R)の パ ラ
ク ライ ン 作用 に よ り神経周囲で の 癌の 増殖の 可能性を論 じて お
り, また , 剣持28)は , 膵癌細胞 の 神経接着分子 で ある神経細胞
接着分子(n eu r alc elladhe sio n m ole c ular, N C A M)の 発現よ り
神経との 親和性を論 じて お り , や や 親和性を主 張す る論文が多
い よう で ある . こ の よ うに 神経浸潤に 関する研究 は , 徐々 に進
んで きて い る ようで あ るが , そ の 磯序の 解明に ほ程遠く, 臨床
的重要性の 割 に 研究面で は実像が つ か め て い な い 現状で ある .
これま で に 教室 で ほ t 膵癌の 病理 鼠織標本の 観察か ら膵癌病巣
周囲に おい て神経線推が増加 して い る こ と に 着 目 して きた . こ
の事象が , 膵癌細胞自体 に よ っ て 引 き起 こ され て い る と すれ
軋 神経浸潤 の 成立磯序や進展様式に大きく関与 して い る と考
えられ , ま た ∫ 膵癌の 神経浸潤の も つ 癌自身に おけ る意義の 解
明に も有力な手が か りと な り ‥ 膵癌神経浸潤 の 研究に新たな局
面を迎える こ とが で き ると考 え られ る . そ こ で本研究で は , 膵
癌細胞が , 実際に 神経増生を引き起 こ す こ と が可 能か どうか を
検討する目的で t 5種 類の ヒ ト膵癌培養細胞 と神経細胞の モ デ
ル と して しば しば実験 に用い られ る ラ ッ ト褐色細胞種か ら樹立
された P C12細胞を用い て膵癌細胞の 神経細胞 へ の 影響を 調べ
397
た .
まず , 最初 に 行 っ た 混合培養の 実験で は , BxP C-3, As P C-1,
Capa ロー1 の 3種が P C1 2の 有意な神経突起伸長作用を有 して い
た . また , 残 りの 2種類も有意差 は な い が 神経突起伸長作用を
有 して い た . 一 方 , 培 養上 清に おけ る実験に お い ては , 5種類
す べ て の 細胞が 有意な突起伸長作用を有 して い た . こ れ らの う
ち , BxP C-3 ほ高 一 申 分化腺病 , Capa n-1 は高分化腺病 ,
AsP C-1 ほ申分化腺病であるの に対 し, Pa n c-1 は低分化腺病で
あり M IA PaCa-2 ほ未分化癌 であ る. 膵癌培養細胞の 培地中で
の 増殖形態で も , BxP C-3 と Capa n-1 の 2種は , 細胞集塊を形
成 しな が ら増殖 して い る の に 対 し , Pa n c-1 と M IA PaCa,2
ほ t l個1個 の 細胞がばらば らの ま ま増殖 して い るの が観察 さ
れ た . 次に , 接着分子 等に よる膵癌細胞 と神経細胞 の細胞相互
作用を除外す る 目的で , 膵癌細胞培養上清に よ る P C1 2の 突起
伸長 へ の 影響 を調 べ た . こ の 実験 で ほ , 混合培養実験 と異 な
り , 5種すべ て の 細胞 に おい て , 突起伸長を認 めた . しか し,
特 に 強く突起伸長を引き起 こ した の は t 混合培養実験で突起伸
長を引き起こ した の と 同 じBxP C-3, As P C-1, Capa n-1 の 3種で
あ っ た . 今回ほ , こ の 培養上 帝中 に 存在 し, P C1 2の 突起伸長
を させ うる 因子 と して , そ して , 実際 に 人体阻織 の 中でも末梢
神経の 神経線維 を増加 さ せ る可 能性 の あ る 因子 と して NG F,
N T-3, b-F G Fの 3種 の 神経栄養因子(n e u rotr ophicfa ctor)の 発
現 に つ い て検討を 行 っ た . そ の 結果 , 今回 の 実験 で は, 代表的
な神経栄養困子 であ る N G Fの 発現は , 観察 され な か っ た が ,
N T-3 と b-FGF の 2種類 の 神経栄養因子の 発現が確認 され た .
そ の 中 で も N T-3 を 発 現 し て い る 3種類 の 細胞 に 比 し て
b,F G F を高発現 して い る Pa n c-1 は, 神経突起伸長作用が弱 い
こ と よ り , 今回 の 実験か らほ , b-F G F よ りも N T-3 の 方が膵癌
細胞 に おい て ほ , 強い 神経突屈伸長作用を持 つ と考 え られ た .
今 回 , 培養上 清 の b-FGF の 濃度 は , 定量 的 R T-P C R法 に
よ っ て 得 られ た m R N Aの 発現量 と よく 一 致 して い た . 本来 な
ら ば, N T-3 の 上 清中濃度も検討す べ き項 目 で あ る が , N T3
ほ 1 発見 され て まだ 日 が浅く , 研究 デ ー タ も少な い うえ に , 確
立 され た 実験系も少な く , 今回濃度測定を試み る も残念な が ら
結果を得 る こ と が で きなか っ た . こ の よう に膵癌 で は l 神経栄
養因子 を発現 し. P C1 2細胞の 突起伸長を , ヒ ト観織中に お い
て は ▲ 末梢神経 の 神経増生 を促す こ とが 示 唆さ れ た .
さ て , 膵癌病巣 に おける末梢神経増生 と膵癌の 神経浸潤と ど
の よ う な関連 がある の で あろうか . 先ず単純に , 神経線維が癌
周囲で 増加すれ ば, そ れ だけ物理 的に 神経周膜内に 癌細胞 が入
りやすくな る で あろう . また , Bo ckm a nらの 電顕的研究
29) で l
慢性膵炎で ほ , 機能的に バ リ ヤ ー を形成 して い る神経周膜 の 構
造 が ダ メ ー ジを受け , 痔痛 の 原 因 と な りう る と の 報告 が あ る
が , 膵癌 で も高い 確率で周囲に 慢性膵炎を有 して お り , 神経 が
増えれ ば , そ れ だけ , ダメ ー ジを受 けた 神経周膜内部 へ の 癌 の
侵 入 を許す こ と に なりやす い . ま た , 推測 で は ある い が , 痛 に
よ っ て引き起 こ され る新生血管に お い ては , 血 管構造が未熟 で
弱い た め痛が 侵入 しや すい と言わ れ て い るが , 新た に 新生され
た神経 にお い て も構造が未熟で痛 の 侵入 を 許 しやす い と考えら
れ る . 我 々 の 膵癌 の 電頗で の 観察 でも, 正 常膵に存在する神経
に比 し, 癌症例 で は t 末梢神経 の 構造 が や や 異 な る よ うで あ
り , 現 在研究中 で あ る . ま た , 前 述 し た よ う に , N C A M,
T G F-a , E G F R等 の 関与に よ る膵癌の 神経親和性が論 じられ て
お り, 最近 , 今回調 べ た神経栄養因子以外にも N Tヰ N T-5 等
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の 神経栄養因子10) 矧が 発見 されて お り, こ れ ら新 た な 因子 の 研
究 に よ り , 末梢神経 の 増加と神経 の 親和性が証 明 され れ ば神経
浸潤 の 磯序の 解明に お お い に 役立 つ と考え られ る .




ロ ゲネ シ ス (n e u roge n e si) と い う概念 が確立すれ ば , 今
後 の 神経浸潤 の 機序 の 解明に大きな役割を果たす と とも に , 今
後 の 膵癌 に対す る手術 に お い て , 当教室 で 現在行 っ て い る上 腸
間膜動脈周開神経叢 の 完全郭清の 必要性が , 改め て 再認識され
る こ とで あろ う.
結 論
ヒ ト膵癌培養細胞 の 神経細胞 P C1 2へ の 影響 に つ い て 検討 し
た . BxP C-3, AsP C-1, Capa n-1 の 3種類 の 細胞ほ , 混合培養 ,
培養上 清の い ずれ に お い ても P C1 2の 神経突起伸長を促 した .
Pa n c-1, M IA PaCa-2 の 2種類の 細胞 は , 培養上 清 に よ っ て の
み有意な P C12の 突起伸長を促 した . こ れ らの 結 果か ら, ヒ ト
膵癌培養細胞 は , 神経細胞 の 突起伸長 , 臨床的に ほ神経線椎の
増加を促す作用を有する こ とが 示 唆 され た . また , 神経栄養因
子の 検討 よ り , ヒ ト膵癌細胞で は b-F G Fと N T-3 の 発現 を認
め , 特に N T-3 が神経細胞の 突起伸長, 神経線維 の 増加 に 強 い
影響 を持 つ と考 え られ た .
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